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RESUMO 


O vírus Zika (ZIKV) pode ser considerado um patógeno emergente 
disseminado para a Oceania e a América causando surtos sazonais. No 


Brasil a infecção começou a ser registrada em 2015 no Nordeste do Instituição: 
país, embora a doença seja autolimitada e manifeste sintomas brandos, Universidade Federal do Rio 
ocorreram relatos de complicações neurológicas associadas ao ZIKV Grande do Sul, Faculdade de 


Farmácia - Porto Alegre - Rio 


em recém-nascidos e em adultos. Essa revisão descreve as características 
Grande do Sul - Brasil. 


epidemiológicas da infecção pelo ZIKV no Brasil e no Rio Grande do 
Sul, e efetua análise dos métodos utilizados no diagnóstico laboratorial 
da infecção. As fontes de pesquisa foram artigos científicos em português 
e em inglês que referiam casos de infecção por ZIKV, no período de 
2007 a 2017, citados nos repositórios digitais PubMed, PubMed Central E-mail: silvia.spaldingoufrgs.br; 
(PMC) e SciELO, foram utilizados os descritores: Zika, diagnóstico, Anon pesente com 
sorologia e epidemiologia. Apesar do decréscimo nos casos notificados 
no ano de 2017, o ZIKV continua em circulação. O diagnóstico 
laboratorial utiliza técnicas em métodos moleculares e sorológicas. A 
reação da transcriptase reversa (RI-PCR) é a metodologia com maior 
especificidade comparada à de enzimaimunoensaio e à de neutralização 
por redução de placas. 
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ABSTRACT 


Zika virus can be considered a widespread emerging pathogen for 
Oceania and America causing seasonal outbreaks. Zikas disease began 
registered in 2015 in Brazil northeast, although the disease is self limited 
and manifest mild symptoms, there have been reports of neurological 
complications associated with ZIKV in neonates and adults. This review 
describes the epidemiological characteristics of ZIKV infection in Brazil 
and Rio Grande do Sul, and reports the methods used in laboratory 
diagnosis. The sources of research were scientific articles in Portuguese 
and English that reported cases of ZIKV infection and with a focus on 
laboratory diagnosis cited in the digital repositories PubMed, PubMed 
Central (PMC) and SciELO, from 2007 to 2017, the descriptors : Zika, 
diagnosis, serology and epidemiology. Despite the decrease in cases 
described in 2017, ZIKV keeps circulating. The definitive diagnosis is 
based on molecular and serological methods. Molecular diagnosis by 
reverse transcription polymerase chain reaction (RI-PCR) is the more 
specific method than the serological methods by enzyme immunoassay 
and platelet neutralization test. 


Keywords: Zika Virus, arboviruses, epidemiology, polymerase chain 


reaction, serology. 








INTRODUÇÃO 


O Zika vírus (ZIKV) é um arbovírus emergente que 
pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus e tem im- 
portância clínica no mundo por reunir patógenos humanos 
como o vírus da dengue (DENV sorotipos 1 a 4), o vírus da 
febre amarela (YFV), o vírus do oeste do Nilo (WNV) e o 
vírus da encefalite japonesa (JEV).!? O ZIKV é transmitido 
por fêmeas de mosquitos Aedes (Stegomyia) spp.,? 4 e recentes 
evidências sugerem que também possa ser transmitido por 
Culex quinquefasciatus.” A infecção também pode ser trans- 
mitida pela forma congênita,º pelo ato sexual,” e possivel- 
mente por transfusão sanguínea. 

Estima-se que 80% das infecções de ZIKV são assinto- 
máticas,? os sintomas mais comuns são febre, cefaléia, mal- 
-estar, erupção maculopapular, mialgia e artralgia,!º sendo 
por vezes confundido com os sintomas de DENV. Apesar de 
manifestar sintomas leves também ocorrem graves complica- 
ções neurológicas como microcefalia em recém-nascidos!! e 
síndrome de Guillain-Barré em adultos.!2 1º 

O ZIKV inicialmente foi identificado na África e da Ásia 
e se difundiu para a Oceania e América causando surtos sa- 
zonais. O primeiro surto fora da África e Ásia ocorreu em 
2007 na ilha de Yap (Oceania). DUFFY «x al.!é estimaram 
que três quartos da população da ilha foram infectadas pelo 
vírus. Antes desse surto, somente 16 casos de doença huma- 
na por ZIKV haviam sido documentados no mundo.!> Em 
2008, dois cientistas norte-americanos relataram terem sido 
picados por mosquitos Aedes spp. no Senegal. Quando retor- 
naram aos USA, ambos manifestaram sintomas associados a 
doença de ZIKV. A esposa de um deles também manifestou 
os sintomas da doença dias depois dele ter retornado para 


casa. O casal relatou ter tido relações sexuais naquele perío- 
do o que sugere que houve infecção de ZIKV via transmis- 
são sexual.” 

Posteriormente, no início de 2014, na Ilha de Páscoa 
(Chile) houve o primeiro surto de ZIKV.!º No Brasil, até 
2015 não havia relato da infecção,!º e em fevereiro de 2016 
o diretor-geral da World Health Organization (WHO) de- 
clarou que os casos relacionados com desordens neurológicas 
identificados no país constituem emergência de saúde públi- 
ca de interesse internacional. !” 

Essa revisão teve como objetivo caracterizar a situação 
epidemiológica de ZIKV no Brasil e no Rio Grande do Sul 
e descrever os métodos utilizados para o diagnóstico labora- 
torial da infecção. 














MéroDOS 


Foi realizada revisão sistematizada sobre a infecção por 
ZIKV, com enfoque na epidemiologia e no diagnóstico la- 
boratorial, de janeiro de 2007 à dezembro de 2017. Foram 
selecionados artigos nos idiomas português e inglês dos 
repositórios digitais PubMed, PubMed Central (PMC) e 
SciELO e utilizados os seguintes descritores: Zika, diagnós- 
tico, sorologia e epidemiologia. As referências bibliográficas 
citadas nos artigos também foram consultadas para rastrear 
demais artigos a respeito do tema revisado. As informações 
foram complementadas com dados específicos sobre a si- 
tuação epidemiológica da doença de ZIKV no Brasil e no 
Rio Grande do Sul citados em boletins epidemiológicos da 
Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde 


(SVS/MS) e do Centro Estadual de Vigilância em Saúde da 


Rev Med Minas Gerais 2018; 28: e-1933 


RVIVIG 


Vírus zika — Epidemiologia e diagnóstico laboratorial 


Secretaria Estadual de Saúde do Rio Grande do Sul (CEVS/ 
SES-RS) nos anos de 2015 à 2017. 











FPIDEMIOLOGIA NO BRASIL E NO RIO 
(GRANDE SUL 


Casos autóctones de ZIKV foram confirmados em 18 
estados do Brasil, em 2015, e 2.782 casos suspeitos de mi- 
crocefalia associados e notificados em 618 municípios e no 
Rio Grande do Sul não ocorreu nenhum caso. !$ !º 

No próximo ano foram registrados 215.319 casos sus- 
peitos de infecção por ZIKV no país, (incidência de 105,3 
casos/100 mil habitantes), distribuídos em 2.306 municií- 
pios, tendo sido confirmados 130.701 casos (60,7%). A 
maior incidência ocorreu na região centro-oeste com 222 
casos/100 mil habitantes. Destacaram-se os Estados do 
Mato Grosso (671 casos/100 mil habitantes), do Rio de 
Janeiro (414,2 casos/100 mil habitantes) e da Bahia (340,5 
casos/100 mil habitantes) e confirmados oito óbitos por 
ZIKV.2º No Rio Grande do Sul, em 2016, foram confirma- 
dos 85 casos de infecção por ZIKV, 44 (10%) autóctones 
em Frederico Westphalen, Santa Maria, Ivoti, Rondinha, 
Novo Hamburgo, Canoas, Porto Alegre, Ijuí, Santo Ângelo 
e Caxias do Sul. Desses casos, quatro ocorreram em gestan- 
tes, duas infectadas no primeiro trimestre. Das quatro ges- 
tações, uma delas foi interrompida e as outras chegaram à 
termo sem que os recém-nascidos apresentarem alterações 
no sistema nervoso central.?! 

No país, em 2016, foram confirmados 2.289 casos de 
microcefalia e/ou alterações do sistema nervoso central su- 
gestivo de infecção congênita. No Rio Grande do Sul foram 
confirmados 18 casos de infecção congênita, sendo dois ca- 
sos por ZIKV.?! 

Nos primeiros oito meses de 2017 foram registrados 
15.518 casos prováveis de infecção pelo ZIKV no Brasil, 
destes 6.587 (42,4%) foram confirmados. Em relação às ges- 
tantes foram registrados 2.130 casos prováveis, sendo 708 
confirmados. Nenhum óbito por ZIKV foi confirmado la- 
boratorialmente.?? No Rio Grande do Sul não foi encontra- 
da circulação autóctone de ZIKV e os dois casos reportados 
ocorridos foram importados.?º 








DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 


A confirmação do diagnóstico por ZIKV é baseada na 
detecção do RNAm do vírus pela T-PCR em fluídos biológi- 
cos?*, como soro, urina, sêmen, e pela detecção indireta de 
anticorpos IgM e IgG anti-ZIKV no soro. O diagnóstico de 
ZIKV em amostras de urina pode ser bastante útil, por ter 
um longo período de detecção e apresentar maior carga viral 
comparada ao soro. Além disso, a urina possui a vantagem 
de ser um material de fácil obtenção.?” 26 

A RT-PCR convencional e a quantitativo são técnicas 
rápidas, com alta sensibilidade e especificidade, porém a 
detecção do ZIKV é limitada ao estreito período no início 
da infecção. À RI-PCR quantitativa apresenta maior custo 
comparada à convencional, porém possui muitas vantagens 
como a baixa taxa de contaminação, diminuição de resul- 
tados falso-positivos, alta sensibilidade e especificidade, fá- 
cil padronização e possibilidade de quantificação do ácido 
nucléico viral. Pela elevada especificidade, esse método po- 
de ser utilizado para diagnóstico diferencial de arboviroses 
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em regiões com ocorrência simultânea de ZIKV, DENV e 
Chikungunya (CHIKV).7” 28 

Como a duração da fase de viremia do ZIKV é curta, 
os métodos sorológicos cumprem um importante papel no 
diagnóstico na fase não-viral, o mais utilizado é o ELISA de 
captura de IgM. A limitação desta metodologia é a reativida- 
de cruzada com outras arboviroses como DENV.?º Isso po- 
de ser desencadeado por infecções com outras arboviroses e 
vacinas,?? e além disso alguns ensaios utilizam somente pro- 
teínas estruturais virais (ex: a proteína E do envelope), que 
são responsáveis por gerar reatividade cruzada de anticorpos. 
Uma forma de reduzir a reatividade cruzada na sorologia de 
IgM, e assim aumentar a especificidade da técnica é incluir 
proteínas virais não-estruturais (NS) no ensaio como NS1, 
NS3 €1NS9. 

Um grande número de tecnologias vem sendo desenvol- 
vidas para o diagnóstico sorológico de ZIKV baseados nas 
proteínas E e NS1, podendo se citar ELISA IgM proteína 
E da InBios (aprovado pelo FDA), ELISA proteína NS1 
da Eurolmmun (aprovado para uso clínico na Europa), e 
ELISA IgM proteína NS1 da NovaTec (atualmente com o 
uso restrito a pesquisa). Recentemente um método multi- 
plex Luminex foi desenvolvido usando proteínas E, NS1 e 
NS5 e mostrou uma significativa melhoria na especificidade 
da técnica.>! 

Nas amostras reagentes para IgM é recomendado efetu- 
ar o teste de neutralização por redução de placas (PRN), 
considerado teste padrão dentro da sorologia de arboviroses. 
Entretanto, o método PRNT é trabalhoso, de baixo rendi- 
mento, com o resultado sendo liberado em mais de uma se- 
mana. Sendo assim, é importante o desenvolvimento de um 
teste PRNT rápido e com maior rendimento, considerando 
que não é recomendado para diagnóstico em pacientes com 
histórico de infecção com arboviroses e vacinas devido a 
reatividade cruzada. >? 

No Brasil os principais kits laboratoriais de ZIKV re- 
gistrados e autorizados pela ANVISA” ““ são: o IF mosaico 
arbovírus” da Euroimmun IgM (registro 81148560014) e 
IgG (81148560015), Bio Gene PCRº da Quibasa (registro 
10269360300), kit molecular ZDCº da Fiocruz (registro 
80142170032), testes rápidos IgG/IsM combo” (regis- 
tro 811285200001) e NS1º (registro 811285200003) da 
Bahiafarma. Os dois ensaios de sorologia da Euroimmun 
detectam a presença de anti-ZIKV IgM e IgG pelo método 
de imunofluorescência indireta, os da Quibasa e da ZDC, 
o ácido nucléico de ZIKV pela técnica da RT-PCR quanti- 
tativa, sendo que o da ZDC também detecta as arboviroses 
DENV e CHIKV. O teste rápido da Bahiafarma é baseado 
em imunocromatografia utilizando o soro do paciente. No 
Rio Grande do Sul, o Laboratório Central do Estado realiza 
o diagnóstico de Zika através da RI-PCR quantitativa. O 
período virêmico não está totalmente estabelecido, a detec- 
ção direta do vírus ocorre até quatro a sete dias após o início 
dos sintomas, sendo ideal que o material biológico seja exa- 
minado até o quarto dia. Os ácidos nucleicos do vírus foram 
detectados em humanos entre um e onze dias após início dos 
sintomas e o vírus foi isolado em primata não-humano até 
nove dias após inoculação experimental. ? 











CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A infecção por ZIKV é nova no Brasil e em outros pa- 
íses da América. Os sintomas da doença são inespecíficos 
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podendo ser facilmente confundidos com os de DENV e de 
CHIKV. Embora quando manifestados os sintomas sejam 
leves, a vigilância de saúde e o corpo clínico precisam estar 
atentos para possíveis complicações neurológicas nos pacien- 
tes, como a síndrome de Guillain-Barré já relatada no Brasil 
e na Polinésia Francesa, e também malformações no sistema 
nervoso central de fetos. 

As técnicas moleculares por serem mais específicas do 
que a sorologia, cumprem um papel importante em regiões 
onde há coinfecção com outras arboviroses como a DENV 
e a CHIKV. A desvantagem da RI-PCR em amostras de 
soro é a baixa estabilidade do ácido nucléico viral, em com- 
paração com amostras de urina cuja estabilidade é maior. 
Os testes para detecção do antígeno NS1 do ZIKV (Elisa, 
imunocromatográfico) são específicos para essa arbovirose. 
Portanto, sugere-se que, frente a resultados negativos/não 
reagentes em pacientes com suspeita de ZIKV, deve ser con- 
siderada, a critério da vigilância epidemiológica, a investiga- 
ção para outros flavivírus cujas infecções possam cursar com 
quadro semelhante ao do ZIKV. 

A NS1 é uma proteína conservada do ZIKV, e a detec- 
ção desse antígeno em ensaios de sorologia torna a técnica 
mais específica e sensível, contribuindo assim para a confia- 
bilidade do resultado sem interferentes de reatividade cru- 
zada. Uma forma de aumentar a especificidade, e diminuir 
falsos negativos dos ensaios sorológicos é incluir proteínas 
não-estruturais (NS), produzidas pelo vírus na fase aguda 
da doença de ZIKV, como a NS1. Alguns kits sorológicos 
do mercado já incluem a NS1, inclusive kits disponíveis no 
Brasil. 
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